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 سنجش فعالیت انواع پراکسیدازها و های ساختاری، عملکرد متابولیسمیمروری بر ویژگی

 
 *فائزه قناتی و فاطمه عرفان منش

 گروه علوم گیاهی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس

 (40/40/1041، تاریخ پذیرش نهایی:72/47/1041تاریخ دریافت:) 

 

 

  چکیده

های فعال اکسیژن، در بین گونه گیرد.صورت می یی که تنفس اکسیداتیو دارندهاسلولطی متابولیسم طبیعی  ژنیاکس فعال یهاگونه تولید

کننده مهم در میمولکول تنظ کعمر طولانی خطر بیشتری برای حیات سلول دارد اما در عین حال یدلیل داشتن نیمهبه هیدروژن پراکسید

و  شوندیم عیتوز عتیطور گسترده در طببه ی هستند کهدانیاکسیآنت یدیکل یهامیاز آنز دازها،یپراکس. ردوکس است نگیگنالیس

و  دروژنیه دیپراکس یایاح برند و ضمنهیدروژن پراکسید پیش می هیمختلف دهنده الکترون را همزمان با تجز یسوبستراها ونیداسیاکس

-دیاکس یکیولوژیزیف یشده خود، عملکردهاشناخته دیمهار پراکس تیعلاوه بر خاص دازهاید. پراکسکننتولید میآب  ،دهایدروپراکسیه ریسا

 یشوند. اولیم زیدار متما رهمِیو غدارهمِ  یدازهایبه پراکس دیفعال در تعامل با پراکس گاهیجا یمیاساس شبر هااین آنزیم .دارند زیکننده ن

 به دار¬آهن گیاهی یدازهایفعال خود دارند. پراکس گاهیدر جا یواکنش ولیت ایک سلنول ی یدوم و هم است یزوریمرکز کاتال کی یحاو

مقاله حاضر . است ها¬نیردوکس یو پروکس دازیپراکس ونیدار شامل گلوتاتولیت یاهیگ یدازهایپراکس .شوندتقسیم می III و I ،II کلاس سه

 .پردازدمی آنزیمی انواع پراکسیدازها تیفعال یریگندازهنحوه اهای ساختاری، متابولیسمی و به بررسی ویژگی

 

 دار، پراکسی رداکسیندار، پراکسیدازهای تیولهای کلیدی: پراکسیداز، هیدروژن پراکسید، پراکسیدازهای همواژه

 

 مقدمه

های تغییرات اقلیمی تنشدلیل در شرایط امروز جهانی به

فلزات / شبه  محیطی مانند تنش شوری، خشکی، دمای بالا،

افزایش  و غیره شدیداً سیلابی فلزات سمی، شرایط غرقابی و

متنوع  یهاتنش نیچن دیتشد(. Pereira, 2016یافته است )

 یمحصولات زراع داریپا دیتول یبرا یمهم دیبه تهد یستیزریغ

 قیاز طر یدر کنار آن، اثرات مضر متعدد شده است. لیتبد

منجر به بروز  (ROS) ژنیاکسفعال  یهااز حد گونه شیتجمع ب

 یاصل یهاگاهیجا زنده، سلول. در گرددیم ویداتیتنش اکس

 ،یتوکندریکلروپلاست، م ژنیفعال اکس یهاگونه دیتول

 ,.Singh et al) است ییپلاسما یزوم، آپوپلاست و غشایپراکس

 دستاورد عنوانبه ژنیفعال اکس هایچه گونه(. اگر2019

از  شیاما تجمع ب د،نشویم لیتشک یسلولطبیعی  سمیمتابول

وقوع  و بروز تنش شان سببفعال اریبس تیماه لیبه دل هاحد آن

های زیستی و ماکرومولکول یسلول یبه اجزا دیشد یهابیآس

 رهیو غ DNA دها،یپیها، لنیپروتئ ها،دراتیاز جمله کربوه

 (. Raja et al., 2017) گرددیم

متشکل  یدرون یدفاع زمیمکان کی مجهز به عمدتاً اهانیگ

ز و کاتالا سموتاز،ید دی)سوپراکس یمیآنز یهادانیاکسیاز آنت

 کیسکوربآ) یمیآنزریغ یهادانیاکسی( و آنتانواع پراکسیدازها
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حال، در  نیبا ا .هستند( ترکیبات فنلی و.... ون،یگلوتات د،یاس

 نیژفعال اکس یهااز حد گونه شیب دیتنش، تول طیطول شرا

مرگ  ،یسلول بیهم زده و باعث بروز آسادل را بهتع نیا

 اهیگ یورکاهش بهره نیشده سلول و همچنیزیربرنامه

 (.Hasanuzzaman et al., 2012) گرددیم

های آنزیمی، پراکسیدازها اکسیداننتیآدرمیان 

(EC.1.11.1.xبه سبب تنوع در ساختار به ) ویژه در جایگاه

ای سترا از اهمیت ویژهفعال، عملکرد، و تنوع در سوب

( را تجزیه 2O2Hبرخودارند. پراکسیدازها پراکسید هیدروژن )

ای از ترکیبات فنلی و همچنین کنند تا طیف گستردهمی

 فنلی را اکسید کنند. ترکیبات غیر

بندی برای پراکسیدازها معرفی تاکنون انواع مختلفی از طبقه

در  دازهایپراکس یهایبندطبقه نیترجیاز را یکشده است. ی

ها است و ( آنIEF) یکیالکتروفورتزویاساس تحرک امنابع بر

با  یونیو کات یخنث ،یونیآن یهازوفرمیها به ااساس آن نیبر ا

 یبند( طبقه5/11تا  2)از  pI ریاز مقاد یاگسترده فیط

 (. Quiroga et al., 2000; Dicko et al., 2006) شوندیم

بندی آنها براساس ی پراکسیدازها گروهبندترین شکل طبقهساده

که یکی  .جایگاه درون سلولی و سوبسترای اختصاصی آنهاست

اساس داشتن بندی آنها برها طبقهبندیترین گروهاز متداول

. هستندیا داشتن تیول در جایگاه فعال خود  (Haem) گروه هم

شامل  Iدار شامل سه کلاس، کلاس پراکسیدازهای هم

طور اختصاصی در که به IIراکسیدازها، کلاسآسکوربات پ

باشند. پراکسیدازهای می IIIاند و کلاس ها دیده شدهقارچ

ها دار شامل گلوتاتیون پراکسیداز و پراکسی ردوکسینتیول

 هستند.

پراکسیداز،  IIIپراکسیدازهای غیرجانوری، متعلق به کلاس 

هایی هستند که در عملکردهای فیزیولوژیکی و آنزیم

های گیاهی شامل ساخت دیواره، بیوشیمیایی متنوع در سلول

ها، متابولیسم اکسین، رشد، تمایز و توسعه، کاتابولیسم هورمون

پلیمریزاسیون لیگنین، رشد و رسیدن میوه، بیوسنتز اتیلن، 

های های ردوکس غشای پلاسمایی، پیری و مکانیسمسیستم

ش دارند. دفاعی در برابر استرس غیرزیستی و زیستی نق

(Veljovic Jovanovic et al., 2018) 

 

  Haem پراکسیدازهای واجد هم -1

آسکوربات  ،در گیاهانI  ترین نمونه کلاسشاخص -7-1

 ( APXپراکسیداز )

این گروه : های فیزیولوژِیک و عملکردیویژگی -7-1-1

مشاهده  دیپلاست یحاو هایسمیتنها در ارگان از پراکسیدازها

 ;Teixeira et al., 2004; Passardi et al., 2007) شوندیم

Nedelcu et al., 2008ی دارایوتیوکاری های(. اغلب جلبک 

ژنوم نشان  یابییمطالعات توال هستند اما APXژن  کیاز  شیب

 ستندین APXژن  یحاو انوباکترهایاز س کی چیکه هه است داد

(Maruta et al., 2016در گ .)هایزوفرمیا تر،یعال اهانی APX 

ند دارقرار  زومیکساو پری توکندری، کلروپلاست، متوزولیدر س

(Shigeoka et al., 2002.)  

 ییاز جابجا یریجلوگ قیاز طر یتوزولیس یهاایزوفرم

2O2H  یسلول ایاح میرا در تنظ یدرون سلول نقش مرکزدر 

خود به دو دسته  یکلروپلاست هایزوفرمیا .دکننیم فایا

در  شوند.یم میتقس (tAPX) یدیلاکوئیت ( وsAPXیی )استروما

 کی یتک عملکرد APX نیسبز احتمالاً اول اهانیدودمان گ

 هایزوفرمیا نیعملکرد ا .( استیی)استروما یکلروپلاست میآنز

APX ریآسکوربات نظچرخه  ستمیمختلف س هایهیهمراه با لا 

آسکوربات  درویهیردوکتاز و د آسکوربات دروهیید مونو

ردوکتاز  ونی( و گلوتاتDHARو  MDAR بیترتکتاز )بهردو

(GR( است )Gallie, 2013 .)امکان  هامیآنز نیشدن اجفت

مهار  ستمیدر س ونیآسکوربات و گلوتات نیارتباط متقابل ب

 زین ونیگلوتات-آسکوربات کلیکه تحت عنوان س 2O2Hکردن 

 (.1)شکل شود یشناخته م

انتقال الکترون  رهیدر کلروپلاست با زنج ROS دیتول

در  (Photosynthesis electron transport(PET)) یفوتوسنتز

 قیشده از آب از طرخارج هایارتباط است. الکترون

 یینها رندهی، که پذNADP+به  یک و دو هایستمیفتوس

 نیاز ا یحال، برخ نی. با اشوندیالکترون است منتقل م
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 (Gill and Tuteja 7414گرفته از )بر ونیگلوتات-چرخه آسکوربات -1 شکل

 

 رادیکال سوپراکسید و دهندیواکنش م ژناکسی با ها،الکترون

 طیواکنش تحت شرا نی)واکنش مهلر(. اکنند تولید می

 دی. سوپراکسشودیم کیتابش بالا تحر رینظ یطیمح زایاسترس

( Cu/Zn-SOD) دیلاکوئیت یمتصل به غشا یسموتاز مس/روید

که در ادامه  کندیم لیتبد 2O2Hبه را  دیکسسوپرا کالیراد

  هنآ SOD. شودیم ایبه آب اح tAPXتوسط 

(Fe-SOD و )sAPX کردن دوم مهار هیعنون لابهROS  در

منجر به انتقال الکترون از آب  کلیس نی. اکنندیاستروما عمل م

 آب-آب کلیتحت عنوان س لیدل نیو به هم شودیبه آب م

(water–water cycle) شودیشناخته م زین (Asada, 1999 .)

  دیتول APXشده آسکوربات که توسط واکنش دیفرم اکس

 و ونیگلوتات-، نیفردوکس-وابسته به  یرهایتوسط مس شود،یم

NAD(P)H منجر به مصرف  باتیترک نیا یشوند، تمامیم ایاح

. از شودیم PETاز حد  شیب یااحی کاهش و هاالکترون شتریب

و  داناکسییآنت ستمیس کیعنوان آب به-آب لکیرو، س نیا

در  PETاز  یاضاف هایبردن الکتروننیاز ب یبرا ستمیس کی

 شود.ینظر گرفته م

این روش ابتدا در : APXروش سنجش فعالیت  -7-1-7

های ابداع شد و سپس در سال  Kelly& latzcoتوسط 1151

 ;Nakano and asada, 1981) بعد توسط سایر محققین

Sreenvasula et al., 2000) .تغییر یافت 

مولار سدیم میلی 65ها در بافر در این روش ابتدا نمونه

تیو مولار آسکوربات، دیمیلی 6حاوی   8/5pHبا  فسفات

 155مولار، سدیم کلراید میلی EDTA 6 مولار،میلی 6تریتیول 

درصد وزن به حجم(  2وینیل پیرولیدون )مولار و پلیمیلی

دقیقه  16مدت دور به 16555د. مخلوط حاصل در همگن ش

گراد سانتریفوژ شده و از محلول رویی درجه سانتی 4در دمای 

 استفاده می شود. برای سنجش فعالیت آنزیمی 

فوق به علاوه  باتیترک هیکل یمخلوط واکنش حاو

. جذب کرومولاراستیم 44 ییباغلظت نها دیپراکس دروژنیه

برحسب  میآنز تیخوانده شده و فعال نانومتر 215موج در طول

شود. با یم دهیجذب به سبب مصرف آسکوربات سنج راتییتغ

مول بر یلیبر م 8/2( معادل Ɛ) یخاموش بیگرفتن ضردر نظر

 نیگرم پروتئیلیمحاسبه و برحسب م میآنز تیمتر، فعالینتسا

 Lجذب و   Aدر فرمول فوق A=ƐCL شودیم انیعصاره ب

 متر( است.تیسان 1عرض کووت )

 

  III پراکسیدازهای شاخص کلاس -7

از  یچندژن ریخانواده فراگ کی 3نوع  یاهیگ یدازهایپراکس

های گیاه حضور ها و اندامدر تمام بافتهستند که  هامیآنز

نقش  یکیولوژیزیف یندهایاز فرا یاگسترده فیو در ط دارند

بر دفاع  علاوه دازهای(. پراکسPassardi et al., 2007دارند )
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 یریتا پ یزناز جوانه اهیرشد گ مراحل یدر تمام ،یدانیاکسیآنت

 ,.Lopez-Serrano et al) هیثانو یسلول وارهید لیشامل تشک

2004; Passardi et al., 2006)، ( بهبود زخمAllison and 

Schultz, 2004)، یزنجوانه ( بذرScialabba et al., 2002)، 

 Pandey et) وهیم دنیرس ،(McInnis et al., 2006) یافشانگرده

al., 2012) ،یریپ (Abarca et al., 2001و کاتابول )نیاکس سمی 

 نی( نقش دارند. چنMovahed et al., 2016) نیانیو آنتوس

 دازیپراکس یهازوفرمیا باکه  یکیمتابول یهااز واکنش یتنوع

 یپروموتور یهایژن با توال یادیو تعداد ز شوندیم عیتسر

 است. هامیزوآنزیا یاز عملکرد تخصص یمختلف، حاک

هستند که  هیاول یهاتیمتابول ونیآسکوربات و گلوتات

 ونیگلوتات-چرخه آسکوربات یدانیاکسیآنت یهامیهمراه با آنز

(Asc-GSHتعادل واکنش ،)را در  ایو اح ونیداسیاکس یها

ز ا (.Foyer and Noctor, 2011) کنندیحفظ م اهیگ یهاسلول

که از جمله  یفنول باتیترک ریدها و سایفلاونوئ گر،ید ییسو

 ستمیس کی توانندیهستند، م دازهایمتعدد پراکس یهامادهشیپ

تنش  دیشد طیدهند که در شرا لیتشک «هیثانو» یدانتیاکسیآنت

 (.Agati et al., 2012) شودیفعال م

مواد  دازها،یپراکس یسلولریز عیتوز نهیدر زم ریاخ یهاافتهی

در  2O2H یانتقال درون سلول نیو آسکوربات و همچن یفنول

عنوان به دازیکه در آن پراکس شودیم یاهیکنار هم منجر به نظر

بوده و به  دیتنش شد طیتحت شرا 2O2H یمرکز کنندهمصرف

 سمیو متابول یدفاع یرهایمس میدر تنظ یاصل گریزعنوان با

 نقش دارد. هیثانو

هستند که  هاییردوکتاز دوی، اکسIII کلاس یدازهایپراکس

مختلف )عمدتاً مواد  یهامادهشیاز پ یادیتعداد ز ونیداسیاکس

 دروژنیه دیمربوطه را در حضور پراکس یهاکالی( به رادیفنول

شده انجام. در واکنش بردپیش میالکترون،  رندهیعنوان پذبه

 .( با کاهش PhO) لیفنوکس کالیراد داز،یتوسط پراکس

  شودیم دی( تولPhoH) یفنول باتیالکترون از ترک کی

  (.کی)واکنش 

 
.( PhO) لیفنوکس یهاکالی(،رادAscآسکوربات ) ابیدر غ

 پلیمرهایی لیکه منجر به تشک دهندیشده با هم واکنش مدیتول

 (Bernards et al., 1999) هانونیو کوئ سوبرین ،نیگنیمانند ل

شده، -دیلات تولاز محصو یکی)واکنش دو(.  شودیم

 ،دیاس کیکافئاز است که درونیه -نئیکو یهاکالیراد

مشتق ها آن یهانونیدروکوئیو ه هانونیکوئ ،دیاس کیکلروژن

هم  درونیه نئیکو (.Takahama and Oniki, 2000) شودمی

 تواند با اکسیداسیون خود به خود سبب تولید دیگر می

پراکسید و هیدروکسیل های فعال اکسیژن نظیر رادیکال سوگونه

شود و یا با مصرف هیدروژن پراکسید سبب اکسیداسیون 

 ن،یابرعلاوه (.Morina et al., 2010)سکوربیک اسید شود آ

 کیپاراکومار نظیر هاشده از منوفنولمشتق لیفنوکس کالیراد

ممکن است با آسکوربات واکنش داده  دیاس کیو فرول دیاس

 اتآسکورب درویمنوده کالیراد دی)واکنش سه( و منجر به تول

(MDAشده و پ )یمیآنزریغ یماده مربوطه را به روششی 

 MDAبا  توانندیم لیفنوکس یهاکالیراد نیکند. همچن یابیباز

( را DHA) دروآسکورباتیواکنش داده )واکنش چهار( و ده

واکنش دو مولکول  قیآسکوربات از طر فتایباز .دهند لیتشک

MDA جاست )واکنش پن ریپذبا هم امکان( )Takahama and 

Oniki, 1992.)  

 Schopfer و Chenکه توسط  یسمیاساس مکانبرهمچنین 

 ونیداسیعلاوه بر اکس دازهای( ارائه شده است، پراکس1111)

)چرخه  دروژنیه دیپراکس ایاح یدر ط یفنول باتیترک

( از 2O2H) دروژنیه دیپراکس دیتول تی(، قابلکیداتیپراکس

)چرخه  نددار زیرا ن یمولکول ژنیاکس یتک الکترون ایحا قیطر

آن آهن موجود در بخش هم آنزیم بر(. علاوهویداتیاکس

 درعنوان معرف فنتون عمل کرده و بهمی تواند  دازیپراکس

( را به 2O2H) دروژنیه دیپراکس ،کیلیدروکسیچرخه ه

 کند. ای( احOH) لیدروکسیه

 ،یشامل مواد فنولی متنوع هایمادهشیپ یدارا دازهایپراکس
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 Ferreresهستند ) اهو سولفونات دهایها، آلکالوئندولیا ها،نیآم

et al., 2011Cو  یها، مواد فنولمادهشیپ نیترجی(. را

 کینامیس یدروکسیها هستند که شامل هآن یدهایکوزیگل

ها الکل لیدروکسیه دها،یاس کیبنزوئ یدروکسی، هدهایاس

مختلف )مانند  هایدی، فلاونوئ(لیناپیسو  لیفری)مانند کون

  .است هانکوماری و (هاو فلاونول هانیانیآنتوس

 اکولیگا اغلب با استفاده از دازیپراکس تیحال، فعال نیبا ا

 دیبا پراکس ونیداسیکه پس از اکس شودیم یریگاندازه

. البته با در نظر گرفتن کندیم دیتول یمحصول رنگ ندروژیه

 نیاست، ا هامیزوآنزیاز ا یبیترک ،ینیپروتئ عصاره نکهیا

 ینسب رییتغ نییتع یبرا یعنوان روشبه توانیرا م یریگندازها

خاص در نظر گرفت.  طیکل تحت شرا دازیپراکس تیدر فعال

 کی یمتفاوت برا یبیترک لیبا م ییهازوفرمیا تیفعال ن،یبنابرا

کل  تیلفعا نیانگیم یریگماده، ممکن است با اندازهشیپ

 نشود.مشخص  دازیپراکس

محلول در  یدازیپراکس اکولیگا تیدرصد فعال 15از  شیب

)با  است یواکوئل یدازهایپراکسهای گیاهی مربوط به عصاره

 و ی(دیآلکالوئ ندولیا ی،نیانیآنتوس ی،دیفلاونوئهای مادهپیش

که  شودینسبت داده م ییدازهایبه پراکس تیفعال نیمانده ایباق

و  اندمتصل شده یسلول وارهیبه د یکووالان ای یونی صورتبه

 هایدیآلده لیفریو کون هادیاس کیفرولهای آنها مادهپیش

(. این Kitamura, 2006; Zhao, 2015) است یآپوپلاست

های طی تنشسلولی شدن دیواره پراکسیدازها مسئول سخت

 های متعدد از طریق بیوسنتز لیگنین، سوبرین، ایجاد پل

 نیز افزایش  دی تیروزینی در ساختمان اکستنسین وایزو

 هستند های عرضی بین قندهای پکتین و اسیدهای فنلی اتصال

(Ghanati et al., 2005 .) 

 های محلول و روش سنجش پراکسیدهاز -7-1

: ای )گایاکول پراکسیداز و سیرینگالدازین پراکسیداز(دیواره

. شودمی گیریاندازه( استخراج و در سه بخش PO) دازیپراکس

و بخش دوم پراکسیداز  (،SPOمحلول ) بخش اول پراکسیداز

ی به دیواره ونی شامل پراکسیدازی که با پیوندهای ایدیواره

 که با پیوند( CPO) و پراکسیداز کووالانی (IPO)متصل است 

که بیشتر  مورد اول .شده است متصل وارهیبه د کووالانس

عنوان دهنده به اکولیفاده از گابا است استپاسخ تنش معرف 

با استفاده از ای پراکسسیداز دیواره شود.سنجیده میالکترون 

 شتریب شود وسنجیده می عنوان دهنده الکترونبه نینگالدازیریس

 سوبرینیو ( lignification) شدندهنده فرایند لیگنینینشان

 است.ها سلول( Suberization) شدن

مولار یلیم 65ها در بافر نمونهاز، برای استخراج پراکسید

 15مدت به 1555 دوردر  شده نژهمو( pH 5مالئات ) -سیتر

 عیما ند.وشمی وژیفیگراد سانتریدرجه سانت 2 یدر دما قهیدق

 2 یدر دما قهیدق 25مدت به 18555 دورمجدداً در  ییرو

 SPOسنجش  یبرا و از آن هشد وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت

به هم اضافه اول و دوم  وژیفیسانتر رسوب د.وشمیاستفاده 

به آن اضافه  مولار 2CaCl 2/5 . سپس کلسیم کلرایدندوشمی

بر روی شیکر اتاق  یساعت در دما 2مدت به شود ومی

 یدر دما قهیدق 25مدت به 18555 دورو سپس در  هانکوبه شد

ل حاص ییرو عیمااز  ند.وشمی وژیفیگراد سانتریدرجه سانت 2

 و رسوب حاصل دوشمیاستفاده  IPO تیفعال یریگاندازه یبرا

گیرد. قرار میاستفاده مورد  CPOسنجش  یبرا میطور مستقبه

واکنش برای سنجش فعالیت بخش محلول پراکسیداز  مخلوط

 فسفات  -پتاسیممولار یلیم 55بافر  شامل SPO یعنی

(1/5 pH)، 28 2 مولاریلیم 6و  اکولیگا مولاریلیمO2H است. 

ثبت  پس از یک دقیقهنانومتر 455موج جذب در طول شیافزا

 تغییر جذب به نسبت  صورتبه  SPOشود و فعالیتمی

 .شودگرم پروتئین موجود در عصاره آنزیمی بیان میمیلی

 طور معمول با روش برادفورد سنجیده پروتئین عصاره به

 شود.می

قبل به آن  رسوبی که در بخش، CPOو  IPOسنجش  یبرا

کلسیم کلراید اضافه شده بود سانتریفوژ شده و از بخش رویی 

مخلوط واکنش شود. استفاد می IPOآن برای سنجش فعالیت 

 نینگالدازیرینانومولار س 5/41 ی( حاوتریلیلیم 3) یینها

 45 (،نیسوبر برای بیوسنتز لیگنین وخاص  )سوبسترا

 2O2H مولاریلیم 15( و pH 5مالئات ) -سیبافر تر مولاریلیم

نانومتر در  635جذب در  شیافزا صورتبه IPOفعالیت  .است
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موجود در عصاره آنزیمی بیان  نیگرم پروتئیلیم به نسبت قهیدق

 .(Ghanati et al., 2005) شودمی

بودن عصاره در این قسمت، پروتئین به سبب قلیایی نکته:

ای سنجش و روش برادفورد بر شودبه روش لوری سنجیده می

 پروتئین این بخش مناسب نیست.

لیتر بافر اضافه به رسوب حاصل از قسمت قبل یک میلی

به  شود مستقیماًزدن مخلوط میهمهکه با بحالیدر شده و

( و pH 5مالئات ) -سیبافر تر مولاریلیم 45مخلوط واکنش )

شود. رسوب خشک و وزن اضافه می (2O2H مولاریلیم 15

موج جذب در طول شیصورت افزابه CPO تیفعالشود. می

 .گرددمی انیب یسلول وارهیوزن خشک د به نسبتنانومتر  635

های استوک گایاکول لازم است که محلول نکته بسیار مهم:

غلظت مناسبی ساخته شوند که با  و هیدروژن پراکسید در

 شودمی در مخلوط واکنش وارد توجه به حجمی که از آنها

 نها حفظ شود.غلظت نهایی آ

خاص  یهازوفرمیا یبرخ :اکسین اکسیداز -7-7

( IAA) دیاس کیاست -3 ندولیا تیفعال یدارا دازیپراکس

 هایمیزوزایا یکه تمام ه شده استنشان داد .هستند یدازیاکس

 ییتوانا( Horseradish peroxidase) یترب کوه دازیپراکس

است اما نه  گرچه اکسین یک آنیون دارند. را IAAکردن دیاکس

 تنها آنیون پراکسیدازها بلکه برخی کاتیون پراکسیدازها نیز 

توانند سبب پراکسیداسیون آن شوند. بنابراین نه تنها کاتیون می

 های واکوئلی ودازیپراکسپراکسیدازهای سیتوزولی بلکه آنیون 

 تیفعالتوانند نیز می ییپلاسما غشای ی وسلول وارهید

  (.Mika and Luthje, 2003) ندنشان ده IAA یدازیاکس

این روش در دهه  :IAA oxidase روش سنجش -7-7-1

میلادی ابداع و تاکنون تغییرات متنوعی پیدا کرده است اما  55

عنوان سوبسترا و فریک کلراید اساس آن استفاده از اکسین به

 کننده آن است.)در معرف سالکوفسکی( به عنوان اکسید

 pH 5/6 مولار بامیلی 65ر سدیم استات ها دربافابتدا نمونه

دور دردقیقه،  16555همگن شده و پس از سانتریفوژ شدن در 

گیرد. عنوان عصاره آنزیمی مورد استفاده قرار میبخش رو به

سدیم استات مولار  میکرولیتر بافر 255مخلوط واکنش حاوی 

 255مولار،میکرولیتر منیزیم کلراید یک میلی pH، 355 6/4 با

 IAA میکرولیتر 355مولار، کلرو فنل یک میلیمیکرولیتر دی

میکرولیتر  155و  مقطرمیکرولیتر آب 455مولار، یک میلی

دقیقه در دمای  6/6مدت عصاره آنزیمی است. مخلوط فوق به

لیتر از میلی 2شود و سپس گراد اینکوبه میدرجه سانتی 35

 شود.معرف سالکوفسکی به آن اضافه می

لیتر از محلول آبی فریک میلی 3سالکوفسکی شامل معرف 

لیتر سولفوریک اسید غلیظ میلی 55مولار است که  6/5کلراید 

 به آن اضافه شده است.

مدت نیم ساعت در تاریکی اینکوبه شده مخلوط واکنش به

شود. نانومتر خوانده می 626موج طول و سپس جذب آن در

مقایسه با منحنی  شده در واکنش درمقدار اکسین اکسید

میکرومولار اکسین محاسبه شده و فعالیت  35-5استاندارد 

دقیقه نسبت  1صورت مقدار مصرف اکسین در مدت آنزیم به

 .(Pressey, 1990) شودبه مقدار پروتئین عصاره بیان می

 

 پراکسیدازهای واجد تیول   -0

این گروه از پراکسیدازها دارای باقیمانده سیستئین یا 

سیستئین در جایگاه فعال خود هستند و شامل سلنو

ها( و گلوتاتیون )پراکسی ردوکسین تیوردوکسین پراکسیدازها

 پراکسیدازها هستند.

 .E.C) هانیردوکسی کساپر :هاپراکسی ردوکسین -0-1

1.11.1.15 PRX;دازییپراکس تیساده با فعال ییهانی(، پروتئ 

 لیآلک مانند دییانواع سوبستراهای پراکس یبر رو

( ONOOH) تیترینی ( و پراکسROOH) دهایدروپراکسیه

در همه موجودات زنده وجود  باًیتقراین پراکسیدازها . هستند

از این آنزیم  زوفرمیا نیچند یسلول معمولاً حاو یک ودارند 

 توسل،یمانند س ییهاای در اندامکطور ویژهکه بهاست 

در  یها و حتستها، هسته و کلروپلازومیپراکس ،یتوکندریم

ها، نیردوکسی . همه پراکساندشده عیتوز یخارج سلول یفضا

( در CP)( Peroxidatic) "کیداتیپراکس" نیستئیس یحاو

به  دیپراکس ایهستند که توسط سوبستر خودجایگاه فعال 

 را دیکساشده و پر دی( اکسCP-SOH) دیاس کیسولفن نیستئیس
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-یم CP-SOH. کندیمربوطه احیا م لاتهیدروکسیه بیبه ترک

 ولیتیمانند د ،یکیولوژیزیف ریغ ولیتواند با احیاگرهای ت

احیا شود، اما از نظر  CP-SHمرکاپتواتانول، به  بتا ای تولیتیتر

از همان  یگرید نیستئیبا س کیگروه سولفن یکیولوژیزیف

 کندبرقرار می دیسولفید وندیپ کیترکیب شده و  نیپروتئ

 ستمیس کیتوسط  دیسولفید آنگاه .(Cys-PRX-2 تیپیکال)

( و TRX) نیوردوکسیت مرکب از ولیبر ت یمبتن یمیآنز

 ل،یدل نیشود. به هماحیا می ،(TRRردوکتاز ) نیوردوکسیت

-نامیده می زین دازیپراکس نیوردوکسیها، تنیردوکسی پراکس

  (.Jeong et al., 1999, 2000) شوند.

 ستمیس کی سطشده تواکسید نیستئیموارد، س یدر برخ

 ونیگلوتات و (GRX) نیگلوتاردوکس ،ونیگلوتات مرکب از

 Pedrajas et) .(CYS-PRX-1) شود(، احیا میGRردوکتاز )

al., 2010, 2016.) پروتونمنبع  فوق موارد یدر تمام NADPH 

 .است

 یها، اساساً در تمام اندامCys-2های نیردوکسی پراکس

در به شدت افزایش و  ور زیاددر نآنها  انیحضور دارند. ب اهیگ

. همچنین در (Horling et al., 2003)یابد کاهش می نور کم

 دنشویسرکوب م GSH واحیاگرهایی مانند آسکوربات حضور 

(Horling et al., 2003) .ی پراکس انیبکه  اهانییگ 

هایی از نشانه در آنها متوقف شده است Cys-2های نیردوکس

رسد محافظت یدهند. به نظر میم را نشان ویداتیاکس بیآس

از بخش فتوسنتزی،  یکلروپلاست Cys-2های نیردوکسی کساپر

شده مشخص ریکاراتر از مس اربسی آب،-با چرخه آب

 ,.Kangasjarvi et al) مهلر باشد -دازیسکوربات پراکسآ

2008). 

های گیاهی در مقایسه با آسکوربات نیردوکسی پراکس

ا، پراکسیدازهای نسبتاً کندی هستند. به پراکسیدازها و کاتالازه

ا از پراکسیدازهای هنیردوکسی پراکسعلاوه، علیرغم فراوانی، 

های سلولی مجزا از جمله کم بازده هستند که در بخش

کلروپلاست و میتوکندری قرار دارند. به همین سبب سنجش 

با  فعالیت آنها مستلزم جداسازی کلروپلاست و میتوکندری مثلاً

کردن افتراقی و استفاده وسیله سانتریفیوژهیانی از پرکول بگراد

 عنوان سوبسترا است. از تیوردوکسین خالص به

 در یکی از : هاسنجش پراکسی ردوکسین -0-1-1

ها نیردوکسی پراکسهای سنجش فعالیت ترین روشساده

میکرولیتر( حاوی بافر هپس  265مخلوط واکنش )حجم نهایی 

 255تیو تریتیول دی (،HEPES-NaOH pH 7.0)میلی مولار  65

میکروگرم و هیدروژن  26پراکسی ردوکسین ) میکرومولار،

و فعالیت آنزیمی به شکل  استمیکرومولار(  155پراکسید )

هیدروژن پراکسید(  مصرفنانومتر) 345در  کاهش جذب

 شود.گرم پروتئین عصاره بیان مینسبت به میلی

  ونیگلوتات(: GPX) گلوتاتیون پراکسیداز -0-7

  همه هستند که در ریفراگ هایمیآنز یاهیگ هایدازیپراکس

د وجود دارن نمویمختلف در مراحل  و یاهیگ هایبافت

(Yang et al., 2005 )های دیپیل زدایینقش آنها در سم و

های تنش در گرواکنش هایمولکول گریو دشده دیکساپر

(. Edwards and Dixon, 2009) نشان داده شده است مختلف

  ونیبا گلوتات یادیز یهمولوژ یاهیگ GPX هایژن

  گاهیدر جااما پروتئین آنها  ی دارند.جانور هایدازیپراکس

 تواندیند که مدار نیستئیس نیستئیسلنوس جای به شانفعال

آنها در  انیبا همتا سهیکمتر آنها در مقا یهاتیفعال لیدل

همچنین پیشنهاد شده  (.Navrot et al., 2006) پستانداران باشد

جای است که گیاهان بیشتر از تیوردوکسین پراکسیدازها به

 ,.Herbette et al)کنند میگلوتاتیون پراکسیدازها استفاده 

2002) .GPXs شودیتعامل دارند و تصور م هانیپروتئ رگیبا د 

عنوان -به زیداشته باشند و ن دهیگنالیس هایعملکرد که

 ردوکس عمل کنند هایسنسور ای ROS هایسنسور

(Rodriguez Milla et al., 2003.) 

 GPXs سلولیدرون هایتیمتفاوت و موقع انیب یالگو

خاص دارد. آنها  یکارکرد زوفرمیاهرکه  دهدینشان م یاهیگ

حفظ  شاملنقش  نیچند توانندیم یاسترس هایدر پاسخ

ی، آل هایدیدروپراکسیو ه آنبا حذف  2O2H یهموستاز

تغییر ، SOD مثلفعال در استرس  هاینیپروتئ با سایرمشارکت 

، مشارکت نگیگنالیس هایهسته با کارکرد هاینیپروتئاحیایی 
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 مثل نقش مختلف نگیگنالیس هایریمس نیارتباط متقابل بدر

AtGPX1  وAtGPX7 و عفونت  ویداتیاسترس فتواکسدر

داشته  BAAو  2O2Hدر سیگنالینگ  AtGPX3 ی و نقشپاتوژن

 در هااز سلول تواندینه تنها م GPXsین ترتیب ابه . باشند

 ایعنوان مؤلفهمحافظ کنند بلکه به ویداتیاکس هایبآسی برابر

و از  نقش داشتهزین هابا واسطه هورمون اهینمو گومهم در رشد

و  اهیگ زاییباز ،یجانب هایشهیو ر هاشهیرشد ردر  این طریق

از مرگ  یریجلوگ و نمو برگ گل و دانه ،ارگانوژنز ساقه

 (.Bela et al., 2015نقش ایفا کنند. )سلول شده یزریبرنامه

ها با استفاده از بافر ابتدا نمونه :GPXسنجش  -0-7-1

( روی یخ ساییده و سپس با pH 5) با پتاسیم -فسفات سدیم

دقیقه سانتریفوژ شدند. جهت سنجش  25مدت به 16555 دور

 GSHمیکرولیتر  455میکرولیتر از عصاره با  255یم، فعالیت آنز

مولار مخلوط  4KNaHPO 2/5میکرولیتر از  255مولار و  1/5

عنوان شاهد بدون عصاره آنزیمی بههای بالاشد. مخلوط معرف

درجه  26دقیقه در دمای  6مدت ها بهاستفاده شد. نمونه

مولار  2O2H 3/1میکرولیتر  255سلسیوس قرار گرفتند، سپس 

دقیقه به منظور  15به هر یک اضافه شد. پس از گذشت 

 %1استیک اسید  کلرولیتر از تریمیلی 1کردن واکنش، متوقف

دقیقه بر روی یخ قرار گرفتند  35مدت ها بهافزوده شده، نمونه

سانتریفوژ شدند. در  11555 دقیقه با دور 15مدت و سپس به

 2/2یتر از عصاره، میکرول 485نهایت مخلوط واکنش حاوی 

لیتر از میکرو 325مولار و  4KNaHPO 32/5لیتر از میلی

DTNB 1 نانومتر خوانده  412و جذب در  استمولار میلی

 (.Hartikainen et al., 2000)شود می
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Abstract 

 

The production of reactive oxygen species occurs during the natural metabolism of oxidative-breathing cells. Among 

reactive oxygen species, hydrogen peroxide is more dangerous to cell life due to its long half-life, meanwhile it is an 

important regulatory molecule in redox signaling in living things. Peroxidases are one of the key antioxidant enzymes 

that are widely distributed in nature and promote the oxidation of various electron donor substrates simultaneously with 

the decomposition of hydrogen peroxide which lead to production of water during reducing hydrogen peroxide and 

other hydroperoxides. Meanwhile, peroxidases, in addition to their known peroxide inhibitory properties, have 

physiological oxidizing functions.Based on the chemistry of the active site in the interaction with the peroxide, 

peroxidases are classified to non-heme and heme bearing peroxidases. The former contains heme in its catalytic center, 

and the latter has a reactive selenol or thiol in its active site. Iron-based plant peroxidases are divided into three classes 

I, II and III. Thiol plant peroxidases include glutathione peroxidase and proxy reduxins. The present article explains the 

structural and metabolic, and properties of peroxidases and provides certain practical procedures for determination of 

their enzymatic activities. 

 

Keywords: Hydrogen peroxide, heme-containing peroxidase, Peroxidase, peroxiredoxins, Thiol peroxidases 
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